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ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ИНФЕКЦИИ, ВЫЗВАННОЙ 
MYCOBACTERIUM AVIUM, ОБРАЗОВАНИЕ СКОПЛЕНИЙ 
В-ЛИМФОЦИТОВ В ЛЕГОЧНОЙ ТКАНИ =  ФАКТОР 
ПАТОГЕНЕЗА*
И. А .Л И Ш Е ,А . В. Д Я ТЛ О В,Е . В. К О Н Д РАТЬЕВА,А . С. А П Т.Т . К  КОНДРАТЬЕВА  
Ф Г Б Н У  -«Центральный Н И И  туб еркулеза» . М осква
При заражении Mycobacterium avium  в легких генетически чувствительных к этой инфекции мышей линии В6 происходит накопление 
компактных агрегатов (фолликулов) В-лимфоцитов, с  инком на 11- 13-й н ед  после заражения. Физиологическая роль этих клеточных 
скоплений оставалась неясной. Применив сегрегационный генетический анализ на сцепление аллелей гена Slc11a1 с двумя признаками -  
количеством микобактерий в легких и накоплением В-клеточн и х  фолликулов -  на мышах F2 от скрещивай ня (В 6 х I /S t ) ,  удалось устано­
вить, что кол ичество и размер фолл икулов прямо коррел пру ют с размножением М . a vium в  легких. Таким образом, этот п т  инфильграци и 
легочной ткани не обеспечивает защиты хозяина от инфекции, а является фактором патогенеза.
Ключевые слова: Mycobacterium azium, В-лимфоциты, воспаление легочной ткани, генетическая восприимчивость, патогенез.
B-LYM PHOCYTE AGGREGATION IN TH E LUNG TISSU E IS A PATHOGENIC FACTOR 
IN EXPERIM ENTAL INFECTION CAUSED BY M YC O B AC TER IU M  A V IU M
I. A . L IN G E ,A . V. DYATLOV,E. V. K O N D RATIEVA,A . S. APT, Т .К .KONDRATIEVA  
C e n tra l T uberculosis R esearch  In s titu te , M oscow, R ussia
W hen infecting th e  lungs w ith  M ycobacterium avium of B6 line mice genetically susceptible to  th is  infection th e  compact aggregates (follicles) 
ofB -lym phocytes are  formed w ith  th e  peak a t th e  11-13 th  week after the infection. Physiological role of these cellular accum ulations remained 
unclear. H aving applied segregative genetic analysis to  allele conglu tination  of S lc l l a l  gene w ith  tw o signs -  quan tity  of m ycobacteria 
and accum ulation of B-cellular follicles to  th e  F2 mice from crossing (B 6 x I /S t ) ,  one managed to  find out th a t th e  quantity  and size o f  follicles 
d irectly correlate w ith  M. avium  replication in th e  lungs. T hus th is  type of th e  lung tissue infiltration does no t p ro tec t th e  host from infection 
and it is a  pathogenic factor.
K ey words: Mycobacterium avium, B-lymphocytes, lung tissue inflammation, genetic predisposition, pathogenesis.
К о м п лекс  м и к р о о р ган и зм о в , н азы ваем ы й  
Mycobacterim avium  complex. -  это группа широко 
распространенных свободноживущих микобакте­
рий, некоторые из которых становятся опасными 
возбудителями инфекций у  людей с нарушенным 
Т-клеточны м иммунным ответом [6. 8]. В состав 
комплекса входит до 100 видов и подвидов мико­
бактерий. из которых 4 играют заметную роль в ин­
фекционной патологии людей и животных, а  из этих 
четырех особое место занимает подвид М . avium  
hominissi [7 ]. Эти бактерии обнаруживаются у 70% 
людей с нелеченным СП ИД ом и являю тся одной 
из важнейших причин смерти этих больных [11]. 
Па фоне менее тяжелой несостоятельности иммун­
ного ответа, например у детей и стариков. М . avium  
может вызывать хронические болезни легких [2. 5. 
12].
В модельных системах, основанных на заражении 
иибредных мышей линии В6 и полученных от них 
мышей, несущих нокаут-мутации в генах, участву­
ющих в иммунном ответе, показано, что Т-клетки, 
отвечающие на антигены М . avium, выполняют как 
защитные, так и патогенетические функции. По под­
держанию баланса между иммунологической защи­
той и патогенезом заболевания М . avium  во многом 
похожи на М. tuberculosis [13]. В частности, наблю­
дается очевидное сходство между индуцированны­
ми М . avium  гранулемами у  мышей линии В6 и ту­
беркулезными фанулемами у больных [3]. а  также 
развитие гипоксии в легких мышей линий В6 или 
I /S t. чувствительных к М . avium  и М . tuberculosis 
соответственно [10]. Кроме того, легочное воспа­
ление инфицированных М . avium  мышей линии В6 
сопровождается образованием скоплений В-клеток 
(С В К ) [10], похожих на В-фолликулы вторичных 
лимфоидных органов. Сходный тип ответа обна­
руживается при туберкулезной инфекции у  людей, 
макак и мышей [9, 14-16]. При этом если разница 
в образовании В-фолликулов между резистентны­
ми и чувствительными мышами при туберкулезе 
носит сугубо количественный характер, то при за­
ражении М . avium  проявляется по-настоящ ему 
контрастный фенотип: в легких мышей чувстви­
тельной к М . avium  линии В6 образую тся десят­
ки СВК. а у  мышей резистентной линии I /S t они 
практически отсутствуют [9].
Цель исследования: установить, является  ли 
образование скоплений В-клеток (С В К ) доиолни-
•Работа выполнена при финансовой подлержке Российского научного фонда (грант 15-15-30020, TKK).
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тельной воспалительной реакцией и фактором па­
тогенеза или же звеном иммунологической защиты, 
используя параллельное исследование контроля 
формирования СВК и уровня чувствительности 
к инфекции в зависимости от расщепления по гену 
Slc11a1 у мышей.
Материалы и методы
Основным геном, определяющим уровень чув­
ствительности к инфицированию М . avium, яв­
ляется ген Slc11a1 (ранее Nram pl). определяющий 
эффективность выкачивания двухвалентных катио­
нов. в частности Fe2*. из фагосом макрофагов [4]. 
Функционально полноценный аллель R определя­
ет устойчивый к инфекции фенотип, а  мутантный 
аллель S (нонсенс-мутация, приводящая к замене 
G169D) -  чувствительный фенотип.
Экспериментальные животные. В работе ис­
пользованы чувствительные к Mycobacterium avium 
мыши линии C 57BL/6Y /Cit (В6), резистентные 
к этой инфекции мыши I/StSnEgYCit( I/S t), а также 
гибриды F2 (I /S t х В6). Экспериментальных живот­
ных содержали в питомнике Ф ГБН У «ДНИИТ» 
в обычных условиях с доступом к корму и воде 
adlibitum.
Культура микобактерий и заражение. В рабо­
те использовали штамм 724 Mycobacterium avium  
из коллекции лаборатории иммуногенетики 
ФГБНУ «ДНИИТ», размножали в жидкой среде 
Дюбо (Difco) с добавлением олеата натрия (60 мг/л ) 
и хранили в замороженном виде при 70°С в кон­
центрации 10еКОЕ/мл. Для заражения животных 
применяли фильтрованную культуру микобакте­
рий. Мышей инфицировали в аэрозольной камере 
фирмы GlasCol при предварительно подобранных 
условиях, обеспечивающих дозу инфекции 1,5 х 103 
КОЕ/мышь [10].
Определение аллелей гена Slc11a1 . Аллели 
гена Slc11a1 у мышей F2 ( I /S t  х В6) определяли 
по длине фрагментов, полученных в результате 
расщепления ПДР-продуктов нуклеазой BcmFI 
(NEB. Beverly. МА), специфически распознающей 
фрагмент с мутацией. Продукты П ДР фрагмента 
гена Slc11a1, содержащего мутацию G169D в алле­
ле S. получали при следующих условиях: прайме­
ры F 5’-TAGATGTTCAACACAACCCACAC-3\ 
R 5’- AG GGGCTTTCTCT С АС С ATAG- 3’, при сле­
дующих условиях: 95°- 2 мин (95°- 15 с. 58° -  15 с. 
7 2 ° - 20 с)х39. 72е -  7 мин. Аллельные варианты 
выявляли с помощью электрофореза в 4% агароз­
ном геле.
Определение количества микобактерий в ор­
ганах зараженных животных. Через 9 под. после 
заражения мышей F2 определяли количество мико­
бактерий в легких. Для этого стерильно выделяли 
правое легкое зараженных животных, гомогенизи­
ровали в 2 мл физиологического раствора, готовили 
серийные десятикратные разведения и высевали
на чашки Петри с агаром Дюбо (Difco) по 50 мкл 
на чашку. Чашки инкубировали при 37°С. через 
18-20 дней подсчитывали количество колоний 
на чашке и пересчитывав! их количество на легкое 
(КО Е/орган).
Иммуногистохнмическое исследование лег­
ких. После заражения через 5-16 нед. у мышей 
В6 и через 9 нед. у мышей F2 выделяли левые 
легкие для гистохимического анализа. Заморо­
женные срезы готовили на криотоме CryotomeH 
(ThermoShandon. Великобритания). В-лимфоци­
ты выявлял и с помощью окрашивания крысиными 
МАТ к CD19 (BD-PharMingen) с докрашиванием 
гематоксилин-эозином но ранее описанной мето­
дике [1]. Препараты анализирован! и фотогра­
фировали на микроскопе Axioskop 40 с камерой 
AxioCamMRc5 (CarlZeiss. Германия). Анализ пло­
щади срезов скоплений В-лимфоцитов оценивали 
относительно общей площади среза легкого по про­
грамме AxioVisio 4.8.
Статистический анализ. Полученные данные об­
рабатывали с помощью программы GraphPadPrism 
(GraphPadSoftware. США). Статистическую об­
работку экспериментальных данных проводили 
с помощью метода Стьюдента ( t-тест) и корреля­
ционного анализа Пирсона. Достоверными считали 
различия при р  < 0.05.
Результаты исследования
В первой серии экспериментов оценили динами­
ку изменения общего количества В-лимфоцитов 
в легких, выявляемых методом проточной цитомет­
рии, и динамик>г формирования В-фолликулов, об­
наруживаемых с помощью гистохимического мето­
да, поскольку эти показатели могли и не совпадать. 
На рис. 1 представлены данные, показывающие, что 
максимальное количество В-клеток в легких обна­
руживается через 9-11 нед. (рис. 1А). на тот же срок 
выявляется больше всего В-фолликулов (рис. 1 В). 
В последующем легкие мышей исследовали через 
9 нед. после заражения.
Экспрессия гена Slc11a1 ограничена исключи­
тельно макрофагами и связана с функционирова­
нием именно этих клеток. Если бы оказалось, что 
у гомозиготных по рецессивному дефектному ал­
лелю S животных наблюдается не только дефект 
контроля размножения М. avium  (нарушение функ­
ции именно макрофагов), но и формируется больше 
СВК. в которых этот ген вообще не экспрессируется, 
можно было бы сделать вывод о патогенетическом 
характере данного типа ответа. Для анализа ассо­
циаций носительства аллелей S и R гена Slc11a1 
с двумя фенотипами -  размножение микобактерий 
в легких и формирование СВК -  были получены 
мыши F2 ( В6 х I/S t), из которых были отобраны 
гомозиготные животные S lc lla l^ n  Slc11af/r. Из 45 
полученных самок 16 имели генотип Slc11a1*\ а 14 — 
Slc11a1r/t. Через 9 нед. после заражения был нрове-
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Рис. 1. Анализ количества (А) и локализации (Б) В-лимфоцитов в легких мышей линии В6 посче аэрозольного 
заражения вирулентн ым штаммом М. adntm 724 (1,5 х 1(Р КОЕ/мышъ). А -  оценка динамики накопления 
В-лимфоцитов (FACS-анализ клеток легкого по маркеру В-лимфоцитов В220) с 5-й по 16-ю нед. после 
заражения. Б -  формирование В-фояликулов (иммуногистохимическое окрашивание криопрепаратов легкого 
антителами анти-CD 19)
Fig. 1. Analysis o f quantity (A ) and localization (Б ) о / В -lymphocytes in the lungs o f B 6 mice a /ter aerosol inflammation by the virulent strain 
o f M . avium 724 (1.5  x 103 CFU/mouse). A -  evaluation o f  changes o f B-lymphocytes aggregations (FACS-analysis o f lung cells as per B220 marker 
o f B-lymphocytes) from  the 5th to 16th week a fter the infection. Б  -form ation o f В-follicles (immuno-histological staining o f cryopreparations 
o f the lung with anti-CD19 antibodies)
i  |
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ден гистологический анализ легких на выявление 
В-фолликулов и оценено количество высеваемых 
из легких бактерий для проверки уровня генетиче­
ской восприимчивости к инфекции.
Как и ожидалось, генотип Slc11a1s/sопределял 
достоверно сниженную эффективность контроля 
размножения микобактерий в легких по сравнению 
с генотипом Slc11аТ,Т (рис. 2). При этом даже каче­
ственная оценка гистологической картины показала, 
что В-фолликулы у мышей Slc11a1i/S формирова­
лись в большем количестве (рис. ЗА), а количе­
ственный анализ (микрометрия) подтвердил, что 
разница достоверна (рис. ЗБ. В. табл.). Формирова­
ние СВК в легких мышей Slc11а1*% прямо коррели­
рует с количеством высеваемых бактерий (г -  0.82, 
р  < 0.0001). Таким образом, получено генетическое 
свидетельство того, что образование В-фолликулов 
в легких является фактором патогенеза, а не допол­
нительным способом защиты от инфекции.
Заключение
Образование В-фолликулов в инфицированной 
легочной ткани, очень напоминающее описанное 
для больных с тяжелой формой туберкулеза [ 16J, 
происходит только у животных, которые имеют вы­
сокий уровень восприимчивости к определенному 
виду микобактерий (рис. 2. 3) [9]. Этот фенотип 
коррелирует с пару шейной способностью контро­
лировать инфекцию и у человека, и у мыши. Углуб­
ленный анализ двух микобактериальных инфекций 
на мышах линий В6 и I/S t [1.9. 10] и результаты
юооо
1000
ъ | 100
а
Ш 10
S
1
о
Рис. 2. Размножение М. acium в легких мышей 
регулируется аллелями гена Slc11a1. Количество 
колоний микобактерий достоверно ниже 
у  носителей доминантною аллеля Rno сравнению 
с гомозиготными носителями аллечя S
Fig. 2 . M ultiplication o f М. azium in the lungs o f mice are regulated 
by alleles o f Stc1 la l gene. Number o f mycobacterial colonies 
is confidently lower in those bearing the dominating R  a id e  compared 
to  homozygous carriers o f 5  alleles
данной работы позволили установить, что уровень 
генетической восприимчивости к конкретному виду 
микобактерий во многом определяет характер ле­
гочной патологии, что позволяет считать генетику 
хозяина важнейшим фактором патогенеза.
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Р ис. 3. Окраска срезов легкого антителами анти-СЛ19 (коричневые) выявляет существенные различия 
между носителями аллелей S u R  среди мышей F2 (I/S t х  В6).А -  общая гистологическая картина; 
увеличение х  2 5  (верхний ряд) и х  10 (нижний ряд). Б  -  обсчет количества фолликулов на легкое. В -  площадь 
среза, занимаемая фолликулами у  гомозигот SlcU aW 'u Slc11 a W  через 9 нед. после заражения
Fig. 3- The staining o f pulmonary tissue sections rath anti- CD19 (brown) detects the significant differences between those bearing S  alleles and R  
alleles among F2 mice (I/S t x B 6) A -  general histological pattern, amplification x  2 .5  (upper row) andxlO  (lower rov). В -  calculation o f follicles 
number per lung В -  square o f the area occupied by follicles in hanozygotes o f S tcl la*1 and S lcl 1a*rin 9  weeks a fter infection
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Таблица. Количественная оценка образования В-фолликулов* 
Table. Quantitative evaluation of B-fofficle formation
Количество В-фолликулов на срез легкого
Количество мышей, гомозиготных по аллелям гена SlcHa
s/s tir
< 5 0 6
5 <  10 7 6
> 2 0 9 2
Примечание: * -  срезы легкого всех 30 гомозиготных мышей F2 окрашивали антителами airm-CD19 и подсчитывали 
количество фолликулов на срез. Результаты демонстр!фуют отсутствие срезов с малым количеством фолликулов 
и значительное преобладание срезов с большим числом фолликулов у мышей с генотипом Slcl 1а1*\
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